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摘要 : 利用 改进 的 AFLP 分子 标记 方法 ， 对 家 企 Bombyx mori 回 交 一 代 BC, 群体 进行 连锁 图 谱 的 构 
建 。 经 17 组 AFLP 引物 的 选择 性 扩 增 ， 共 得 到 430 个 多 态 位 点 ， 卡 方 检验 后 有 253 个 为 有 效 位 点 。 
利用 Mapmaker/Exp (Version 3.0b) 软件 作 连 锁 分 析 ， 其 中 163 个 标记 分 属 28 个 连锁 群 ， 连 锁 群 标 
记 数 变化 范围 是 2~ 28 个 ， 平 均 每 个 连锁 群 标记 数 为 5.8 个 ， 该 图 黎 盖 的 基因 组 长 度 为 998.9 cM 
《图 距 单位 )， 连 锁 群 长 度 变 化 范围 为 4.5~ 652.8 cM， 连 锁 群 的 平均 长 度 为 107.1 cM， 和 平均 图 距 为 


4.5 ~ 36.7 cM。 
关键 词 : A: 分 子 标记 ; AFLP: 连锁 图 谱 
中 图 分 类 号 : Q969.434.7 文献 标识 码 : A 文章 编号 : 0454-6296 (2001) 04-0483-11 


目前 ， 遗 传 图 谱 的 构建 ， 已 成 为 遗传 研究 中 的 一 个 热点 。 自 分 子 标记 技术 产生 以 来 ， 分 
子 标记 连锁 图 谱 构 建 工作 在 许多 物种 中 取得 了 可 喜 的 进展 。 在 一 些 重要 作物 如 番茄 :2、 水 
fab 6]. 小 VU. Xx. Up gs ug. 10] | KM 2]. zx EUM. 万 EME ABRA AE pa ER 
SMA TEA A, ARAM AME ies T Eo. EARR, ESA, 
火炬 松 、 和 白云 杉 、 花 旗 松 、 马 尾 松 等 树种 中 开展 了 分 子 标记 连锁 图 谱 的 构建 。 在 动物 中 由 人 
类 基因 组 计划 的 实施 已 获得 了 人 类 的 高 密度 分 子 标记 连锁 图 谱 ， 在 此 计划 的 带动 下 ， 也 相继 
绘制 了 牛 、 羊 、 猪 等 动物 各 种 分 子 标 记 连 锁 图 谱 。AFLP 是 由 Zabeau 和 Vos E RFLP 技术 和 
RAPD 技术 的 基础 上 发 展 起 来 的 一 种 新 的 高 效 分 子 标记 。AFLP 技术 具有 RAPD 技术 的 方便 性 
和 RFLP 技术 的 稳定 与 可 靠 性 外 ， 可 用 于 遗传 分 析 的 多 个 方面 ， 如 连锁 图 谱 的 构建 、 目 的 基 
因 定 位 、 品 种 鉴别 、 分 类 及 系统 发 育 研究 。 陈 洪 等 趾 应 用 单 酶 切 的 AFLP 标记 一 一 SADF， 获 
得 了 8 种 致 病 性 念珠 菌 DNA 的 指纹 图 谱 。van der Vort 等 中 应 用 AFLP 标记 对 马铃薯 的 抗 包 圳 
线虫 基因 位 点 进行 了 定位 : SRE RAK AFLP 分 析 体 系 基 础 上 上， 发展 了 多 态 性 
AFLP 产物 的 高 效 克 隆 方法 ;，Nandi SE" RIF] AFLP 分 析 和 选择 的 基因 型 对 水 稻 的 沉 水 六 《sub- 
mergence tolerance) 值 进行 QTL 定位 ; Powell 等 小 应 用 AFLP 技术 对 大 麦 的 数量 性 状 进 行 分 析 ; 
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Donini 等 引用 不 同 植物 组 织 DNA 进行 AFLP 分 析 得 到 的 AFLP 指纹 图 谱 。Voorrips SE FJ T 
Clubroot 的 AFLP EME. RÍE Bombyx mori 不 仅 是 遗传 学 研究 的 模式 生物 ， 更 主要 的 它 是 一 
种 重要 经 济 昆 虫 。 其 基因 组 和 遗传 图 谱 的 构建 研究 可 促进 家 每 分 子 生 物 学 的 研究 ， 同 时 ， 家 
重 遗 传 连锁 图 谱 又 是 基础 理论 研究 和 实际 应 用 的 中 间 桥 梁 ， 是 家 牌 资源、 育种 及 分 子 克 隆 等 
许多 应 用 研究 的 理论 依据 和 基础 。 目 前 ， 已 构建 了 家 得 密 度 较 低 的 RFLP EMA 5; RAPD 
EMO). 。 然 而 ， 尚 未 见 利 用 AFLP 方法 构建 家 和 看 连锁 图 谱 的 报道 ， 因 此 十 分 有 必要 构建 家 
E AFLP 连锁 图 谱 ， 为 进一步 对 基因 定位 、 分 子 辅助 育种 和 家 每 基因 组 工程 的 实施 黄 定 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 

1.1.1 (FARA: 利用 生态 型 差异 较 大 的 两 个 家 得 品系 782 《四川 省 重庆 市 北碚 得 种 场 提供 ) 
和 odo 〈 西 南 农业 大 学 答 桑 研究 所 基因 库 提 供 ) (PIER. 1830 F,. LEE MESA sch 和 
od 双 隐 性 标记 的 odjw 回 交 ， 得 到 10 多 个 蛾 圈 的 回 交 子 代 ， 每 个 蛾 圈 100 到 300 个 个 体 [这 部 
分 工作 在 西南 农业 大 学 、 广 西 得 桑 研 究 所 〈 春 得 ， 原 种 繁殖 和 F 制 种 〉 和 西安 安康 盘 桑 研究 
Pr Cia, Bc, APD 完成 ]。 谭 远 德 等 名 在 这 一 回 交 群 体 中 使 用 sch 和 od 两 对 标记 基因 将 影 
响 全 草 量 和 草 层 量 的 两 个 OTL 定位 于 Z 染色 体 上 。 本 文 所 用 的 材料 是 在 这 一 回 交 群 体 中 以 锚 
定 od 基因 方式 随机 取 47 个 个 体 。 

1.1.2 主要 试剂 和 酶 : Pst]. Tag I AYER CMBI ATD. T-DNA 连接 酶 、Taqd DNA RE 
dNTPs、 双 丙 燃 酰胺、 丙烯 酰胺 、 尿 素 、Q4132 测序 银 染 试剂 《Promega 公司 )。 

1.1.3 人工 接头 和 引物 ; 接头 和 引物 均 由 大 连 宝生 物 工程 公司 合成 。 接 头 包 括 两 部 分 ， 一 为 
核心 序列 (CORE), ARABE) CENZ. BESA Ps T. Tag 工 酶 解 的 基因 组 DNA 片段 
Tim ER. AL ee A Bek AEA GR. PAR th EE RK GRA TE (pH 7.8), 
Pst 工 接头 稀释 为 40 pmol/uL, Tag I 接头 稀释 为 100 pmol/mL, 94°C 变性 2 min» 37°C 退火 10 
min AYE Ei. ACRE. 





CORE ENZ CORE ENZ 
5'-GACGTGACGGCCGTC ATGCA-3' 5’ -GACGATGAGTCCTGA G-3' 
3'-GCACTGCCGGCAG T-5' 3'-TACTCAGGACT CGC 5' 
Pst I 接头 Taq 工 接头 


根据 人 工 接头 序列 设计 相应 的 选择 性 引物 。 引 物 由 三 部 分 组 成 ， 核心 序列 《CORE)、 酶 

特定 序列 CENZ) 和 选择 性 碱 基 CENT). 
CORE ENZ ENT 

Pst 工 预 扩 增 引物 : 5'GACGGCCGTCA TGCAG A 3 

Tag I 预 扩 增 引 物 : 5'GATGAGTCCTGAG CGA A 3' 

二 次 扩 增 的 引物 均 在 预 扩 增 引物 后 增加 二 个 可 选择 的 碱 基 ， 其 中 A、B、C、D、E、F 为 
PT 引物 M. NO. P Q RS Tag S519] C 1)。 本 文 的 引物 组 合 为 D9、CQ、BQ、 
EQ. EP. EO. EN. EM. CP. FP. ER. DR. CR. BR. FP. FO. FN 等 17 个 组 合 。 
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R1 用 于 二 次 PCR 扩 增 的 引物 序列 
Table 1 Primer sequences for the second PCR amplifications 





Pst | 二 次 扩 增 引物 Tag | 二 次 扩 增 引物 
Pst | primers for the second amplifications Tag | primers for the second amplifications 
A: 5'- GACGGCCGTATGCAGAAT-3' M: 5'-CATGAGTCCTGAGCGA AAT-3' 
B: 5'- GACGGCCGTATGCAGAAC-3' N: 5'-GATGAGTCCTGAGCGA AA C-3' 
€: 5'- GACGGCCGTATGCAGAAC-3' O: 5’-GATGAGTCCTGAGCGAACA-3’ 
D: 5'- GACGGCCGTATGCAGATA-3' P: S'-GATGACTCCTGAGCGAA AG-3' 
E: 5'- GACGGCCGTATGCAGATC-3' Q: S'-GATGAGTCCTGAGCGA AG A-3' 
F: 5'- GACGGCCGTATGCAGATG-3' R: 5'-GATGAGTCCTGAGCGA AGC-3' 


1.2 AFLP 分 析 方 法 
1.2.1 FER DNA 的 制备 : DNA 的 提取 采用 稍 作 改进 的 Sambrook HUETE, Ms 
第 3 天 的 家 鼻 丝 腺 中 分 离 提纯 家 和 三 基 因 组 模板 DNA。 提 取 的 DNA 可 以 满足 DNA 完全 酶 切 的 
需要 ， 用 RNA/DNA 浓度 测量 仪 测 得 DNA 的 浓度 。 
1.2.2 家 看 基因 组 DNA 的 限制 性 酶 切 : 酶 切 反 应 的 终 体积 为 20 wnL。 先 在 0.5 mL 微量 离心 管 
中 加 入 下 列 组 分 : 10 x Multi-code 反应 缓冲 液 (25 mmol/L Tris-Acetate pH 7.8、100 mmol/L KAC、 
100 mmol/L MgAc 、1 mmol/L DTT); 100 ng 家 得 基因 组 DNA: S U Pst 工 :加 双 蒸 水 至 19 uL > 
37 % 下 温 育 2 h。 然 后 加 入 5 U Tag | MAKER 20 !L，65% 下 将 混合 物 温 育 2 h。 最 
后 将 混合 物 于 94% 下 水 浴 5 min». LORTAB. 
1.2.3 接头 连接 : 连接 反应 也 在 20 uL. 的 体系 中 进行 。25 ng 《5 pL) 酶 切 后 的 DNA: 2 uL 
10 x 连接 缓冲 液 (250 mmol/L Tris-HCl pH 7.6. 50 mmol/L MgCl. 50 mmol/L NaCl. 5 mmol/L 
DIT. 5 mmol/L ATP. 25% PEG); 0.1 U T,-DNA £2288; 2 pmol Pst I 接头; 5 pmol Tag 工 接 
3k; 加 双 蒸 水 至 20 uL. 25'CÓR B 2 ho 
1.2.4 预 扩 增 反 应 : PCR 扩 增 反应 在 MJ Research, INC. 公司 生产 的 PTC-200 扩 增 仪 上 进行 。 
预 扩 增 反应 体系 《10 nL》 组 成 如 下 : 1.25 ng 模板 DNAs 30 ng Pst 工 预 扩 增 引物 :30 ng Tag I 
预 扩 增 引物 ;1.5 mmol/L MgCl: 0.2 mmol/L dNTPs: 50 mmol/L KCl: 10 mmol/L Tris-HCl pH 8.3; 
0.1% Triton-X100; 0.2 U Tag DNA 聚合 酶 。 扩 增 条 件 为 : 94% 30s: 56'C 1 min: 72°C 1 mino 20 
个 循环 后 72% 延 伸 7 min， 将 预 扩 增产 物 加 水 稀释 ， 可 作为 二 次 扩 增 的 模板 。 
1.2.5 AFLP 二 次 扩 增 ; 二 次 扩 增 反应 体系 《10 uL) ZARA: 1.5 mmol/L MgCb: 0.2 mmol/L 
dNTPs; 30 ng Pst 1 314; 15 ng Tag [引物 ;0.2 U Taq DNA 聚合 酶 ; 1 uL 预 扩 增 后 稀释 液 
DNA。 扩 增 仍 在 PTC-200 扩 增 仪 上 按 如 下 条 件 进 行 : 第 1 循环 : 94% 30s. 65 30s. 22°C 1 
min; 第 2 循环 : 开始 每 进行 一 循环 ， 退 火 温度 降低 0.7‘C， 进 行 12 个 循环 ， 这 时 已 进行 了 13 
个 循环 。 后 面 的 23 个 循环 确定 退火 温度 为 56WC， 进 行 如 下 的 23 个 循环 : 94°C 30s. 56T 
30s. 72'C 1 min，23 个 循环 后 延伸 7 mino 

二 次 扩 增 反应 结束 后 ， 在 扩 增 产物 中 加 入 等 体积 的 反应 终止 液 《98 和 %% FAK; 10 mmol/L 
EDTA; pH 8.0: 0.05%W/RMX%; 0.05% FAR). ACIEM 
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1.2.6 RAA ESO REOR ER SEE: AFLP 产物 的 电 读 分 析 要 求 采 用 变性 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 
电泳 ， 本 实验 利用 Bio-Rad 公司 生产 的 DNA 测序 仪 进行 凝 胶 分 析 。 将 电泳 胶 板 以 恒 功 率 高 压 
电泳 仪 《Bio-Rad 公司 生产 的 PowerPac 3000 power) 80 W 进行 预 电 泳 ， 当 温度 达到 SON. 32 
即将 终止 液 90% 水 浴 变 性 3 min 后 的 扩 增 产物 取 3.5 uL 点 入 6% MIR RE E. FE 
1x TBE 为 电泳 缓冲 液 ，48 C, TEDX 80 W、 电 泳 3 h20 min 左右 。 变 性 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 的 组 
分 为 6% VITE the. 0.29000 P A BHR. 7.2 mol/L 尿素 、50 mmol/L Tris- 硼 酸 、1 mmol/L EDTA。 
灌 胶 时 在 88 mL AURA MA 0.65 mL 10% BOXE SRI. SS uL TEMED。 电 泳 结束 后 凝 胶 放 
入 2.000 mL 国定 /停止 溶液 《10% 冰 酶 酸 〉 中 ， 轻 轻 摇动 30 mins 用 双 蒸 水 清洗 凝 胶 3 次 ， 每 
次 2.5 min， 将 凝 胶 放 入 2 000 mL 染色 溶液 〈 含 2 g AgNO;，3 mL 3796 18/R HUMO 轻 轻 摇动 45 
min; FARK TGR DEEZ 8 s; 最 后 凝 胶 浸 入 2 000 mL 显 色 液 (60 g NaCO» 3 mL 379618 
尔 马 林 溶 液 ，400 uL 100 mg/mL 硫 代 硫酸 钠 ， 轻 轻 摇动 ， 约 5 min 后 出 现 谱 带 ; 至 DNA 谱 带 完 
全 出 现 后 立即 倒 入 固定 /停止 液 以 终止 反应 ; GEA PILE IK. EF, BATS AT BY A 
TRG o 
1.3 分子 标记 数据 的 收集 和 处 理 

在 AFLP 标记 数据 收集 时 ， 我 们 仅 记 录 了 那些 在 子 代 中 发 生 分 离 的 谱 带 ， 对 那些 不 具 多 
态 性 和 由 于 实验 原因 不 能 确定 的 位 点 ， 我 们 未 作 记 录 。 记 录 中 ， 某 一 谱 带 出 现 的 个 体 在 该 点 
的 基因 型 确定 为 H《 杂 合 型 ;， 该 谱 带 不 出 现 的 个 体 在 该 位 点 的 基因 型 确定 为 A《 纯 合 型 )， 
对 于 一 些 模糊 不 清 ， 难 判读 或 由 于 其 它 原 因 使 数据 缺失 的 带 型 则 用 “一 ” 代 蔡 。AFIP 标记 名 
称 由 Pst 工 扩 增 引物 名 称 + ?az 工 扩 增 引物 名 称 + 统计 扩 增 片段 数 构成 。 作 图 试验 采用 回 交 志 
f& BC, 群体 的 47 个 个 体 ， 带 型 描述 采用 了 上 述 的 A、H、 一 等 三 种 数据 。 经 卡 方 检验 后 ， 弃 
去 在 5% 显 著 水 平 下 不 符合 1:1 分 离 比 的 标记 。 
1.4 连锁 图 谱 的 构建 

JTE 1:1 分 离 比 的 AFLP 标记 ， 采 用 Mapmaker/Exp Version 3.0b) 软件 连锁 分 析 ， 分 析 模 
型 根据 回 交 类 型 进行 。 参 数 设置 如 下 : LOD = 3.0， 最 大 重组 值 为 0.3， 使 用 其 中 的 “group”、 
“compare”“try””map” 等 命令 进行 连锁 图 谱 的 构建 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 AFLP 标记 多 态 性 分 析 

用 AFLP 技术 对 家 三品 种 782 和 odjw 的 回 交 子 代 BC, 的 47 个 个 体 进 行 选 择 性 扩 增 ， 其 结 
果 见 图 1〈 部 分 酶 切片 段 )。 图 1 是 E 和 N 两 个 引物 组 合 扩 增 的 产物 电泳 的 结果 ， 电 泳 谱 带 数 
为 139 条 ， 片 段 大 小 在 50 ~ 600 bp， 其 中 约 有 30 TERT: 然而 ， 多 态 性 位 点 在 多 组 引物 中 
的 分 布 是 不 均匀 的 ， 这 与 引物 序列 及 选择 性 碱 基 密 切 相 关 ， 例 如 在 引物 组 合 D 和 Q 中 ， 多 态 
位 点 仅 10 个 。 通 过 17 组 引物 的 扩 增 ， 共 获得 了 430 个 具有 多 态 性 的 位 点 ， 经 x 检测 后 ， 有 
253 个 位 点 符合 1:1 分 离 比 ， 有 效 位 点 率 为 58.84%。 我 们 的 数据 中 偏离 孟 德 尔 分 离 比 例 的 异 
常 分 离 位 点 Cdistorted segregation loci) MA 177 个 ， 为 无 效 位 点 ， 不 能 用 于 作 图 。 
2.2 家蚕 的 遗传 图 庶 构建 

通过 X 检验 后 的 253 个 分 子 标记 ， 使 用 Mapmaker/Exp (Version 3.0b) 进行 连锁 分 析 ， 最 
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后 得 到 了 家 每 的 AFLP 连锁 图 谱 (图 2)。 
(1) RH 253 个 有 效 位 点 中 的 163 个 标记 构 E piros 19:2122 2 
成 了 28 个 连锁 群 ， 还 有 90 个 不 连锁 的 标记 ， 未 E = NES 
REE ATE, ERARA 64.4396. E a = 
(2) 28 个 连锁 群 中 ， 最 大 连锁 群 有 28 个 标 To | 
记 ， 最 小 连锁 群 有 2 个 标记 ， 平 均 每 个 连锁 群 标 A Án 
记 数 为 5.8 个 ， 最 长 连锁 群 长 度 为 652.8 cM， 最 二 三 
短 的 连锁 群 为 4.5 cM， 平 均 图 距 为 4.5 ~ 36.7 一 一 me 
cM. B aeu 
(3) 28 ^E LEE AE Do IR E GE UAE A 一 一 
总 长 度 为 2 998.9 M iE LEE MERE Re PAT 
107.1 cM. 
连锁 群 的 长 度 与 标记 数目 密切 相关 ， 标 记 数 M 7 7777 777 
目 较 多 的 连锁 群 ， 其 长 度 也 相应 地 较 长 ， 同 时 也 上 
表明 了 标记 在 连锁 群 上 的 分 布 较为 随机 ， 不 存在 一 
连锁 群 专 一 的 分 布 方式 ， 即 使 标记 较 多 的 连锁 群 mu = = =e 
与 标记 较 少 的 连锁 群 相 比 ， 标 记 也 不 倾向 于 更 紧 | 


c da a 








3 讨论 | 
3.1 作 图 材料 图 1 用 两 个 引物 组 合 扩 增 家 委 
连锁 图 的 构建 所 选用 两 个 杂交 亲本 应 具有 较 DNA 酶 切片 段 的 指纹 图 谱 


大 的 遗传 差异 和 生态 差异 。 用 这 样 的 亲本 杂交 获 Fig. 1 The fingerprint map of DNA fragments of 
得 的 作 图 群体 具有 广泛 的 多 态 性 标记 ， 能 构建 高 ”te silkworm amplified using two primer combinations 
密度 的 分 子 标记 连锁 图 谱 。 在 本 实验 中 采用 了 家 
查 品种 782 和 odo FERRA, HA odyw 为 回 交 亲本 与 F, 的 雄性 个 体 回 交 获 得 作 图 群体 BC, o 
这 是 因为 ， 一 方面 这 两 个 亲本 有 较 大 遗传 和 生态 差异 ， 其 杂交 后 代 在 分 子 水 平 上 具有 广泛 多 
态 性 ， 我 们 的 研究 证 实 了 这 一 点 ， 例 如 仅 使 用 17 组 引物 就 能 得 到 430 个 AFLP SANA. 5 
一 方面 ， 家 查 是 目前 在 生物 界 中 公有 的 几 种 肉 性 个 体 染 色 体 不 发 生 交 换 物 种 之 一 ， 用 六 代目 
交 所 产生 的 也 代 作 为 作 图 群体 ， 不 能 用 MAPMAKER 程序 构建 分 子 标记 图 谱 ， 因 为 计算 重组 
值 的 经 典 方法 和 极 大 似 然 法 均 未 涉及 到 峻 不 发 生 交 换 所 引起 的 特殊 性 31， 而 本 研究 所 使 用 
BC, 作 图 群体 不 存在 这 一 问题 ， 因 而 能 适用 于 MAPMAKER 作 图 。 第 三 ， 谭 远 德 等 3 利用 这 两 
个 品种 已 将 茧 长 主 基因 g 和 草 层 量 的 主 基因 q《〈《w) 分 别 定位 于 2Z 染色体 上 的 两 个 伴 性 连 
锁 的 形态 标记 基因 赤 蚁 《scj) MAE Cod) 的 两 侧 。 本 文 作者 构建 了 AFLP 标记 连锁 图 的 一 
个 框架 ， 将 以 此 作为 基础 在 后 续 工 作 中 构建 高 密度 的 AFLP 标 记 连 锁 图 谐 ， 并 定位 一 些 具 有 经 
济 价 值 的 形态 标记 和 OTL. 

作 图 群体 的 大 小 是 影响 作 图 精度 和 和 作 图 效率 的 一 个 重 可 因子。 群体 越 小 ， 图 谱 距 离 精度 
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图 2 Ae AFLP 连锁 图 谱 


Fig. 2 An AFLP linkage map of silkworm 
基于 BC, Cod x (odioo x 7822] 47 个 个 体 的 DNA 样本， 使 用 Pot | 和 Tag | PATE BR SES 
及 17 对 引物 构建 的 163 个 APLP 标记 的 28 个 连锁 群 片段 
The framework linkage map with 28 groups including 163 loci was constructed using two restriction enzymes Pst | and 
Tag | and 17 primer combinations: based on a 47 subset from BC; Codio x Codio x 782) ] 
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越 低 ， 图 谱 的 分 辨 越 差 。 作 图 群体 的 大 小 决定 了 以 下 几 个 方面 : 一 是 可 检测 到 的 最 大 图 距 ， 
二 是 两 个 标记 间 可 分 辨 的 最 小 图 距 。 作 图 群体 越 大 ， 能 分 辨 的 两 标记 间 最 小 图 距 越 小 ， 同 时 
可 检测 到 的 最 大 图 距 越 大 。 第 三 是 有 效 位 点 率 和 作 图 位 点 率 。 所 谓 有 效 位 点 率 是 指 经 e 测验 
的 符合 孟 德 尔 分 离 比例 的 位 点 数 占 检测 到 的 多 态 位 点 数 比 例 ， 而 作 图 位 点 率 则 是 指 能 作 图 的 
位 点 数 占 符合 分 离 比 的 位 点 数 的 比例 。 理 论 上 ， 作 图 群体 越 大 ， 产 生 各 种 偏 分 离 位 点 的 概率 
越 小 ， 因 而 有 效 位 点 率 就 越 高 ， 同 样 作 图 位 点 率 也 会 随 之 增 大 。 但 对 于 AFLP 标记 作 图 而 言 ， 
扩 增 的 电泳 带 谱 极为 丰富 ， 大 群体 作 图 需要 使 用 多 个 电泳 胺 板 ， 而 多 个 胶 板 电泳 在 一 般 实验 
中 会 由 于 电压 、 温 度 、 电 泳 缓冲 液 等 实验 系统 误差 及 各 种 人 为 误差 而 导致 使 胶 板 间 同 一 电泳 
带 谱 难以 找到 对 应 关系 ， 其 结果 大 大 地 降低 判读 的 准确 性 ， 从 而 造成 大 量 的 错误 位 点 ， 即 假 
位 点 ， 这 样 所 构建 的 将 是 一 张 假 连锁 图 谱 。 为 了 避免 假 位 点 的 发 生 和 求 得 位 点 间 正 确 的 连锁 
关系 ， 并 考虑 到 人 力 及 经 费 的 限制 ， 本 研究 放弃 了 对 提高 图 谱 距离 精度 的 要 求 ， 使 用 47 个 个 
体 的 作 图 群体 ， 在 同一 电 瀛 胶 板 检测 多 态 位 点 。 在 构建 的 分 子 标记 连锁 图 谱 中 ， 有 许多 采用 
小 样本 作 图 群体 的 报道 ， 如 Keim SE? 3€ Hl 42 个 个 体 的 作 图 群体 构建 了 大 豆 高 密度 的 连锁 图 
谱 。 
3.2 ”分 子 标记 的 含 分离 

DNA 水 平 上 获得 的 多 态 性 分 子 标 记 ， 只 有 符合 一 定 的 孟 德 尔 分 离 比 时 ， 才 能 作为 有 效 位 
点 进行 连锁 分 析 。 偏 分 离 的 位 点 在 作 图 过 程 中 是 普遍 存在 的 ， 例 如 马铃薯 的 RFLP 标记 的 异 
常 分 离 比 为 25.5% OREK hà 0 ALA 440. AFLP 标记 在 Clubroot 中 异常 分 离 比 高 达 
64%'31。 在 本 研究 中 ， 家 大 AFIP 标记 的 偏 分 离 比例 为 41.16%， 属 于 正常 范围 。 引 起 分 子 标 
记 偏 分 离 的 原因 可 能 有 : 配子 的 生活 力 和 竞争 力 的 遗传 因素 、 各 种 原因 造成 的 带 型 缺失 或 模 
糊 不 清 的 数据 、 作 图 群体 数量 较 小 、 染 色 体 的 转 位 〈chromosomal translocations )、 某 一 位 点 的 
扩 增 片段 代表 几 个 基因 位 点 、 酶 切 不 彻底 、DNA 本 身 存在 大 量 的 断裂 片段 等 。 其 中 作 图 群体 
大 小 是 引起 偏 分 离 现象 的 关键 因素 。 
3.3 AFLP 的 可 靠 性 

本 研究 所 采用 的 AFLP 分 析 与 Zabeau 和 Vos! Æ 89 AFLP 方法 不 同 的 是 使 用 大 胶 板 人 工 
测序 方法 中 银 染 法 检测 ， 而 不 是 采用 3P 放射 法 检测 。 银 染 电泳 检测 的 可 靠 性 经 万 春玲 等 5203 
和 Chalhoub 等 :如 证 明 与 3P 放射 法 一 样 。 我 们 在 进行 AFLP 作 图 之 前 ， 用 我 们 自己 的 DNA 样本 
与 本 实验 室 其 他 研究 人 员 的 用 作 测序 DNA 样本 所 作 的 重复 性 检测 ， 其 结果 是 三 次 重复 的 扩 增 
和 银 染 电泳 检测 的 DNA 多 态 性 是 一 样 的 ， 因 此 银 染 法 AFLP 分 析 不 存在 可 靠 性 问题 。 
3.4 与 家 和 大 经典 连锁 图 谱 及 已 构建 的 分 子 标记 连锁 图 的 比较 

FERIA 28 个 染色 体 ， 经 典 连 锁 图 谱 的 最 新 报道 中 有 200 多 个 基因 被 定位 ， 分 为 28 
个 连锁 群 。 其 中 最 大 的 连锁 群 有 17 个 基因 ， 图 距 55.9 cM. 最 小 的 连锁 群 为 28 号 连锁 群 ， 只 
有 一 个 位 点 ， 有 具有 4 个 基因 位 点 的 连锁 群 有 5 个 ， 即 第 8、24、26、27、28 连锁 群 ， 图 谱 总 长 
度 已 超过 1 000 cM). M Doia 等 :六 报道 的 家 重 经 典 连锁 图 谱 的 总 长 度 为 900.2 cM; Shi SE? 
构建 的 60 个 RFLP 位 点 的 连锁 图 谱 总 长 度 为 413 cM> Promboon $ 构建 的 167 个 RAPD 连锁 
图 谱 ，29 个 连锁 群 ， 其 中 在 a 组 连锁 群 中 ， 最 大 的 连锁 群 为 23a 连锁 群 ，7 个 位 点 ， 长 度 为 
96.4 cM， 具 有 一 个 位 点 的 连锁 群 有 4 个 ，2 个 位 点 的 连锁 群 有 5 个， 总 长 度 为 897.4 eMe. Tf 
在 b 组 连锁 群 中 ， 图 距 最 大 的 为 13b 连锁 群 ， 长 度 达 98.0 ceM， 只 有 3 个 位 点 ， 具 有 一 个 位 点 
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的 连锁 群 有 4 个 ，2 个 位 点 的 连锁 群 4 个 。 在 我 们 的 AFLP 连锁 图 中 有 28 个 连锁 群 ， 其 中 较 大 
的 连锁 群 有 4 个 ， 具 有 2 个 位 点 的 连锁 群 有 12 个 。 从 以 上 所 构建 的 家 重 连 锁 图 谱 来 看 ， 无 论 
是 基因 位 点 还 是 分 子 标 记 位 点 ， 在 连锁 群 上 的 分 布 都 存在 很 大 的 差异 。 我 们 的 AFLP 图 谱 的 
图 距 总 长 度 为 2 998.9 cM， 比 经 典 连 锁 图 谱 的 总 长 度 高 出 将 近 3 倍 ， 这 主要 是 因为 我 们 AFLP 
图 谱 上 存在 许多 图 距 超过 30 cM 的 区 间或 空缺 。 引 起 这 种 空缺 Coop) 的 原因 是 图 谱 的 标记 密 
度 低 。 理 论 上 ， 当 标记 密度 未 达到 饱和 状态 时 ， 图 谱 距 离 的 总 长 度 会 随 着 标记 数 的 增加 而 增 
加 ， 只 有 当 标 记 密 度 达 到 饱和 时 ， 图 谱 的 长 度 才 不 会 随 着 标记 数 的 增加 而 增加 ， 保 持 应 有 的 
理论 值 536] 。 
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Abstract: AFLP markers were mapped using BC, population Lodi x £782 x od]. From 47 BC, sam- 
ples 430 polymorphic markers were detected using an improved method of AFLP, called silver staining 
AFLP; which was to some extent different from the original AFLP method» called radiation AFLP. In this 
study 17 AFLP primer pairs and two restriction enzymes Pst | and Tag | were used. Being tested by chi- 
square test under P = 0.05 level for 1:1 segregation proportions 253 valid loci that might be used in map- 
ping were obtained. The ratio of the valid loci to polymorphic loci was 58.8496. Twenty eight linkage 
groups with 163 loci were mapped by using Mapmaker/Exp (Version 3.0b), in which we set LOD = 3.0 
and maximum recombination fraction = 0.3, and Kosambi function. There were 90 unlinked loci in these 
253 valid loci and the ratio of mapping loci to valid loci was 64.43% . The number of loci mapped in the 
28 groups was at a range of 2 ~ 28 and there were 5.8 Caverage value) loci per group. The total length of 
the groups was 2 998.9 cM. The lengths of the 28 groups varied at a range of 4.5 ~ 652.8 cM and the av- 
erage distances between loci on the 28 groups were at a range of 4.5 ~ 36.7 cM. The average length of 
groups was 107.1 cM. 
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